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Nucleinsaure-Sequenzen und Verfahren zum Nachweis von 
Bakterien der Gattung PseudomonaiS 



Die Erfindung betrifft Nucleinsauremolekule fur Pseudomonas- 
Nachweis, einen Kit sowie deren Verwendungen. 

Allgemeiner Hintergrund der Erfindung 

Das gram-negative Bakterium Pseudomonas aeruginosa ist ein 
weit-verbreitetes, fur den Menschen pathogenes Bakterium, das 
vor allem fur Neugeborene und abwehrgeschwachte Menschen ein 
hohes gesundheitliches Risiko darstellt. Neben seiner hohen 
klinischen Relevanz, der haufig vorhandenen 
Antibiotikaresistenzen und der Bildung von Toxinen, 
insbesondere des hochgiftigen Exotoxins A (Woods, D.E. and 
Iglewski, B.H., Rev. Infect. Dis. 5, 714-722 (1983), ist 
Pseudomonas aeruginosa einer der bedeutendsten, bakteriellen 
Verursacher von Lebensmittelvergif tungen . Fur den Nachweis von 
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Pseudomonas aeruginosa werden mittels konvent lonelier 
Verfahren mindestens 4 Tage bendtigt. Die Entwicklung 
schneller Nachweisverf ahren von Pseudomonas aeruginosa in 
Lebensmitteln und klinischen Proben 1st daher dringend 
erf order 11 ch . 



Fur den rout inemafiigen Einsatz zur Erfassung einzelner 
Mikroorganismen sind in den letzten Jahren eine Reihe neuer 
Methoden entwickelt worden. Hierzu zahlen immunologische 
Verfahren, die auf dem Einsatz polyvalenter oder monoklonaler 
Antikorper beruhen und Verfahren, bei denen Nucleinsaure- 
Sonden zum Nachweis mittels Hybridisierung an keimspezif ische 
Nucleinsauren eingesetzt werden. Als weitere Methoden werden 
diejenigen Verfahren beschrieben, die auf einer spezif ischen 
Nucleinsaure-Amplif ikation basieren, mit oder ohne 
anschlieftende Bestatigungsreaktion durch Nucleinsaure- 
Hybridisierung . Eingesetzte Verfahren zur Amplif ikation von 
Nucleinsauren sind z.B. die Polymerase-Kettenreaktion 
(polymerase chain reaction, PCR) [US Patente 4,683,195; 
4,683,202; und 4,965,188], die Ligase-Kettenreakt ion [WO 
Verof f entlichung 89/09835], die "self-sustained sequence 
replication" [EP 329,822], das "transcription based 
amplification system" [EP 310,229] und das Q|3 RNA-Replikase- 
System [US Patent 4,957,858]. 

Die genannten Verfahren auf Nucleinsaure-Basis sind so 
sensitiv, daft, anders als bei konventionellen 

mikrobiologischen Verfahren, eine langwierige Anreicherung des 
nachzuweisenden Mikroorganismus aus der zu untersuchenden 
Probe entfallt oder stark verkurzt werden kann. Eine 
Untersuchung auf An- oder Abwesenheit des jeweiligen 
Mikroorganismus ist daher bei Anwendung der genannten 
Verfahren auf Nucleinsaure-Basis in der Regel innerhalb eines 
Tages abgeschlossen . Insbesondere wenn fur den Nachweis 
mittels konventioneller Verfahren mehrere Tage bis Wochen 



benotigt werden, wird hierdurch eine erhebliche Zeitverkur zung 
erreicht . 

Es sind verschiedene Verfahren auf PCR-Basis zum Nachweis von 
Pseudomonas aeruginosa beschrieben, Mittels Amplif ikation 
einer 369 bp langen DNA-Region aus dem Exotoxin A-Gen konnte 
selektiv die Anwesenheit von Stammen der Spezies Pseudomonas 
aeruginosa nachgewiesen werden [Khan et al. (1994), Appl . 
Environ. Microbiol. 60, 3739-3745]. Zwar wurden mit diesem 
PCR-System keine Bakterien anderer Spezies erfaftt, jedoch 
konnte nur bei 96% der insgesamt 130 getesteten Pseudomonas 
aeruginosa-Stavcme ein Amplif ikat beobachtet werden. Dieses 
PCR-System 1st somit nur bedingt fur die Etablierung eines 
Schnellverf ahrens geeignet, mit dem die Anwesenheit aller 
Stamme von Pseudomonas aeruginosa zuverlassig nachgewiesen 
werden kann. 

Mit Hilfe eines weiteren, kurzlich verof f entlichten, auf einer 
Multiplex-PCR basierenden Verfahrens gelang der selektive 
Nachweis von f luoreszierenden Pseudomonaden einerseits und 
Pseudomonas aeruginosa andererseits [De Vos et al (1997) , J. 
Clin. Microbiol. 35, 1295-1299] . Jedes der insgesamt 150 
getesteten Isolate von Pseudomonas aeruginosa konnte mit 
diesem Verfahren erfaftt werden. Nachteilig ist jedoch, daft das 
fur die selektive Erfassung von Pseudomonas aeruginosa 
herangezogene oprL-Gen auch in anderen Spezies der Gattung 
Pseudomonas hochkonserviert ist. So sind die Aminosauren, die 
im Bereich der Bindungsstellen der von Voss et al . verwendeten 
Primer kodiert werden, in Pseudomonas putida und Pseudomonas 
aeruginosa identisch. Der Nachweis von Pseudomonas aeruginosa 
beruht somit lediglich auf einigen wenigen unterschiedlichen 
Basenpaaren bedingt durch die Variation der dritten Position 
einzelner Aminosaurecodons. Dies birgt erfahrungsgemaB eine 
grofte Gefahr des Auftretens von f alsch-positiven bzw. falsch 
negativen Ergebnissen. 
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Das beschriebene Multiplex-PCR-System bietet zudem wegen der 
hohen Konservierung der oprl und oprL-Gene wohl kaum die 
Moglichkeit, durch z.B. Einsatz verschiedener Sonden im 
Anschlufi an die PCR-Reaktion, auch andere klinisch relevante 
Spezies der Gattung Pseudomonas nachzuweisen, wie z.B. 
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas mendocina , Pseudomonas 
putida oder Pseudomonas stutzeri. 

Ziel der hier dargestellten Erfindung war die Etablierung von 
Nucleinsauresequenzen, deren Einsatz als Primer und/oder 
Sonden eine moglichst vollstandige Erfassung aller Vertreter 
der Spezies Pseudomonas aeruginosa sicherstellt * Ein weiteres 
Ziel der Erfindung war das Auffinden eines Genom-Bereiches, 
der innerhalb verschiedener Spezies der Gattung Pseudomonas 
ausreichend hohe Sequenz-Variabilitat aufweist, urn optional 
auch den Nachweis anderer Spezies der Gattung Pseudomonas zu 
ermoglichen, z.B. durch Einsatz verschiedener Varianten von 
Primern und/oder Sonden in der PCR bzw. im Anschluft an die 
PCR. 

Je nach Grofte der zu detektierenden Gruppe von Mikroorganismen 
und evolutionare Verwandtschaf t ( Ahnlichkeit ) von 
abzugrenzenden (nicht zu erfassenden) Mikroorganismen 
erfordert ein auf dif f erentiellen DHA-Sequenzen basierender 
Nachweis sehr umfangreiche Vorarbeiten, urn jeweils geeignete 
DNA-Sequenzen mit der gewunschten Spezifitat zu finden. Die 
hier dargelegte Erfindung betrifft solche DNA-Sequenzen, mit 
denen der Schnellnachweis von Bakterien der Gattung 
Pseudomonas r insbesondere von Pseudomonas aeruginosa moglich 
ist . 

Beschreibung der Erfindung 

GemaB einer Ausf uhrungsf orra wird die der Erfindung 
zugrundeliegende Aufgabe durch ein Nucleinsauremolekul gelost, 




das dadurch gewinnbar ist, daft man von mehreren Stamen 
ausgeht, die einerseits einer nachzuweisenden Gruppe von 
Bakterien des Genus Pseudomonas und andererseits nicht- 
nachzuweisenden Bakterien angehoren, 

(a) in an sich bekannter Weise aus einem Pseudomonas-Stamm 
dieser Gruppen (erster Stamm) genomische DNA isoliert, 

(b) in an sich bekannter Weise die 23S/5S-intergenische Region 
gegebenenf alls mit dem direkt angrenzenden 23S-Bereich 
und/oder dem direkt angrenzenden 5S-Bereich amplif iziert 
und das Amplif ikationsprodukt gewinnt (erstes 

Amplif ikationsprodukt) , 

(c) mit einem zweiten, dritten, und/oder nten Pseudomonas- 

Stamm dieser Gruppen jeweils gernaft Stufen (a) und (b) 
genomische DNA isoliert, die 23S/5S- intergenische Region 
gegebenenf alls mit dem direkt angrenzenden 23S-Bereich 
und/oder dem direkt angrenzenden 5S-Bereich amplifiziert 
und das Amplif ikationsprodukt gewinnt (zweites, drittes, 
ntes Amplif ikationsprodukt ) , 

(d) in an sich bekannter Weise die DNA-Sequenz von gemaft (b) 
und (c) gewonnenen Amplif ikationsprodukten bestimmt und die 
DNA-Sequenz des Amplif ikat ionsproduktes gemaft (b) mit der 
DNA-Sequenz eines oder mehrerer Amplif ikationsprodukte 
gemaft (c) vergleicht und 

(e) als Primer oder als Sonde ein Nucleinsauremolekul in an 
sich bekannter Weise gewinnt, mit dessen Hilfe sich die 
nachzuweisende Gruppe von Bakterien des Genus Pseudomonas 
von der nicht-nach-zuweisenden Gruppe von Bakterien des 
Genus Pseudomonas anhand von Unterschieden an mindestens 
einer Nukleot idposition im Sequenzbereich des 
Nucleinsauremolekuls unter scheiden laftt . 

Das erf indungsgemafte Nucleinsauremolekul kann dadurch 
gewinnbar sein, daft man von Stammen ausgeht, die einerseits 
nachzuweisenden Bakterien des Genus Pseudomonas und 
andererseits nicht nachzuweisenden Bakterien eines anderen 



Genus (anderer Genera) als Pseudomonas angehoren. 

GemaB einer weiteren Ausf uhrungsf orm wird die der Erfindung 
zugrundeliegende Aufgabe durch ein Nucleinsauremolekul gelost, 
das dadurch gewinnbar ist, daft man von mehreren Stammen 
ausgeht, die einer nachzuweisenden und einer nicht- 
nachzuweisenden Gruppe von Bakterien des Genus Pseudomonas 
angehoren, 

(a) in an sich bekannter Weise aus einem Pseudomonas-Stamm 
dieser Gruppen (erster Stamm) genomische DNA isoliert, 

(b) in an sich bekannter Weise die 2 3S/5S-intergenische Region 
gegebenenf alls mit dem direkt angrenzenden 23S-Bereich 
und/oder dem direkt angrenzenden 5S-Bereich amplifiziert 
und das Amplif ikationsprodukt gewinnt (erstes 

Amplif ikationsprodukt ) , 

(c) mit einem zweiten, dritten, und/oder nten Pseudomonas- 

Stamm dieser Gruppen jeweils gemafl Stufen (a) und (b) 
genomische DNA isoliert, die 23S/5S- int ergenische Region 
mit dem direkt angrenzenden 23S-Bereich und/oder dem direkt 
angrenzenden 5S-Bereich amplifiziert und das 

Amplif ikationsprodukt gewinnt (zweites, drittes, 

ntes Amplif ikationsprodukt ) , 

(d) in an sich bekannter Weise die DNA-Sequenz von gemaft (b) 
und (c) gewonnenen Amplif ikat ionsprodukten bestimmt und die 
DNA-Sequenz des Amplif ikationsproduktes gemaft (b) mit der 
DNA-Sequenz eines oder mehrerer Amplif ikat ionsprodukte 
gemaft (c) vergleicht und 

(e) als Primer oder als Sonde ein Nucleinsauremolekul in an 
sich bekannter Weise gewinnt, mit dessen Hilfe sich die 
nachzuweisende Gruppe von Bakterien des Genus Pseudomonas 
von der nicht-nach-zuweisenden Gruppe von Bakterien des 
Genus Pseudomonas anhand von Unterschieden an mindestens 
einer Nukleotidposition "im Sequenzbereich des 
Nucleinsauremolekuls unterscheiden laftt . 
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Das erf indungsgemafte Nucleinsauremolekul kann ciadurch 
gewinnbar sein, daft man von Stammen ausgeht, die einer 
nachzuweisenden Gruppe von Bakterien der Species Pseudomonas 
aeruginosa und einer nicht-nachzuweisenden Gruppe von 
Bakterien anderer Species angehoren. 

Ferner betrifft die Erfindung ein Nucleinsauremolekul der SEQ 
ID NO 1 oder der hierzu komplementaren Sequenz . 

Ferner betrifft die Erfindung ein derartiges 
Nucleinsauremolekul mit einer gegenuber dem vorstehenden 
Nucleinsauremolekul verkurzten Sequenz, und zwar der Sequenz 
des Bereiches oder im Bereich der Nukleotidpositionen 12 bis 
131. 

Ferner betrifft die Erfindung ein derartiges 
Nucleinsauremolekul mit einer gegenuber einem 
Nucleinsauremolekul der SEQ ID NO 1 verkurzten Sequenz, 
namlich 

(i) der SEQ ID NO 3 oder 

(ii) der SEQ ID NO 4 oder 

(iii) der SEQ ID NO 5 oder 

(iv) der zu (i) , (ii) und (iii) jeweils komplementaren 
Sequenz . 

Ferner betrifft die Erfindung ein Nucleinsauremolekul der SEQ 
ID NO 2 oder der hierzu komplementaren Sequenz. 

Ein erf indungsgemaftes Nucleinsauremolekul kann dadurch 
gekennzeichnet sein, daft es hinsichtlich seiner Sequenz bei 
mindestens 10 auf einanderf olgenden Nukleotiden seiner 
Nukleotidkette 

(i) mit einem Nucleinsauremolekul gemaft einem der 
vorhergehenden Anspruche identisch ist oder 

(ii) in 9 von 10 auf einanderf olgenden Nukleotiden mit einem 



Nucleinsauremolekul gemaB einem der vorhergehenden 
Anspruche ubereinstimmt Oder 

(iii) in 8 von 10 auf einanderf olgenden Nukleotiden mit einem 
Nucleinsauremolekul gemaB einem der vorhergehenden 
Anspruche ubereinstimmt oder 

(iv) zu mindestens 90 % mit einem Nucleinsauremolekul gemaB 
einem der vorhergehenden Anspruche homolog ist. 

Ein derartiges erf indungsgemaftes Nucleinsauremolekul kann 
dadurch gekennzeichnet sein, daft es 10 bis 250 und 
vorzugsweise 15 bis 30 Nukleotide lang ist, 

Ein erf indungsgemaftes Nucleinsauremolekul kann dadurch 
gekennzeichnet sein, daft es einzelstrangig oder doppelst rangig 
vorliegt . 

Ein erf indungsgemaftes Nucleinsauremolekul kann dadurch 
gekennzeichnet sein, daft es 

(i) als DNA oder 

(ii) als (i) entsprechende RNA oder 

(iii) als PNA vorliegt, 

wobei das Nucleinsauremolekul gegebenenf alls in einer fur 
analytische Nachweisverf ahren, insbesondere auf Basis von 
Hybridisierung und/oder Amplif izierung, an sich bekannten 
Weise modifiziert ist. 

So kann ein erf indungsgemaftes Nucleinsauremolekul dadurch 
modifiziert sein, daft bis zu 20 % der Nukleotide von 
mindestens 10 auf einanderf olgenden Nukleotiden seiner 
Nukleotidkette, insbesondere 1 oder 2 Nukleotide, durch fur 
Sonden und/oder Primer an sich bekannte analoge Bausteine 
ersetzt sind, insbesondere durch Nukleotide, die bei Bakterien 
nicht natiirlich vorkommen. 




Ferner kann das erf indungsgemafte Nucleinsauremolekul dadurch 
oder zusatzlich dadurch modif iziert bzw. markiert sein, daft es 
in einer fur analytische Nachweisver f ahren an sich bekannten 
Weise eine oder mehrere radioaktive Gruppen, farbige Gruppen, 
f luoreszierende Gruppen, Gruppen zur Immobilisierung an fester 
Phase und/oder Gruppen fur eine indirekte oder direkte 
Reaktion, insbesondere eine enzymatische Reaktion, 
insbesondere mit Hilfe von Antikorpern, Antigenen, Enzymen 
und/oder Substanzen mit Affinitat zu Enzymen oder 
Enzymkomplexen, und/oder anderweitig modif i zierende oder 
modif izierte Gruppen nucleinsaureahnlichen Aufbaus aufweist . 

Gemaft einer weiteren Ausf uhrungsf orm wird die der Erfindung 
zugrundeliegende Aufgabe durch einen Kit fur analytische 
Nachweisver f ahren gelost, insbesondere zum Nachweis von 
Bakterien der Gattung Pseudomonas, wobei der Kit 
gekennzeichnet ist durch ein oder mehrere erf indungsgemafte 
Nucleinsauremolekule . 

Gemaft einer weiteren Ausf uhrungsf orm wird die der Erfindung 
zugrundeliegende Aufgabe durch eine Verwendung von einem oder 
mehreren er f indungsgemaften Nucleinsauremolekulen oder eines 
erf indungsgemaften Kits zum Nachweis der An- oder Abwesenheit 
von Bakterien gelost, welche einer Gruppe von Bakterien der 
Gattung Pseudomonas angehoren. 

Die erfindungsgemafie Verwendung kann dadurch gekennzeichnet 
sein, daft die Gruppe von Bakterien der Gattung Pseudomonas 
verschiedene Stamme von Pseudomonas aeruginosa umfaftt oder 
durch diese Stamme gebildet wird. 

Eine derartige erf indungsgemafte Verwendung kann dadurch 
gekennzeichnet sein, daft es sich bei der Gruppe von Bakterien 
der Gattung Pseudomonas ausschlieft lich urn Pseudomonas 
aeruginosa-Stamme handelt. 



Ferner kann eine erf indungsgemafte 
gekennzeichnet sein, daft man eine 
und/oder eine Nucleinsaureamplif i 



Verwendung dadu 
Nucleinsaurehyb 
kation durchfuhr 



rch 

ridisierung 
t . 



Ferner kann eine erfindungsgemaJle Verwendung dadurch 
gekennzeichnet sein, daft man eine Polymerase-Kettenreaktion 
a Is Nucleinsaureamplif ikat ion durchf uhrt . 

Ferner kann eine erf indungsgemafte Verwendung dadurch 
gekennzeichnet sein, daft man den Nachweis dadurch durchfuhrt, 
daft man die nachzuweisenden Bakterien von nicht- 
nachzuweisenden Bakterien anhand von Unterschieden der 
genomischen DNA und/oder RNA an mindestens einer 
Nukleotidposit ion im Bereich eines erf indungsgemaften 
Nucleinsauremolekuls unterscheidet . 

Ferner kann eine erf indungsgemafte Verwendung dadurch 
gekennzeichnet sein, daft man anhand von Unterschieden im 
Bereich eines Nucleinsauremolekuls der SEQ ID NO 1 oder der 
hierzu komplementaren Sequenz unterscheidet. 



Zur Detektion von spezifischen Mikroorganismen mittels 
Nucleinsaure-Hybridisierung oder -Amplif ikation werden 
erf indungsgemaft also keimspezif ische Oligonukleot ide 
eingesetzt. Keimspezif ische Oligoirukleotide sind 
Nucleinsauren, 10 bis 250 Basen ( vor zugsweise 15 bis 30 
Basen) lang, deren Basensequenz charakterist isch fur einen 
spezifischen Mikroorganismus oder eine Gruppe von 
Mikroorganismen ist* Eine Hybr idisierung an DNA bzw. eine 
Amplif ikation von DNA bei Einsatz dieser keimspezif ischen 
Oligonukleotide (z.B. als Primer oder Sonden) mit den oben 
genannten Verfahren kann, unter geeigneten 

Reaktionsbedingungen, nur dann erfolgen, wenn die DNA der 
jeweils nachzuweisenden Mikroorganismen anwesend ist. 
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Prokaryontische Ribosomen beinhalten drei distinkte 
Nucleinsaurekomponenten, welche allgernein als 5S, 16.S und 23S 
rRNA (ribosomale Ribonucleinsaure ) bekannt sind. Die 
genetische Information fur diese Ribonucleinsauren ( r DNA) ist 
im Genom typischerweise in Form von Tandems angeordnet. Die 
Organisation einer solchen Einheit ist 16S-23S-5S, wobei die 
drei Gene durch kurze hypervariable intergenische Regionen 
voneinander getrennt sind. Die Einheiten sind im Genom 
mehrfach vorhanden, wobei die Anzahl der sich wiederholenden 
Einheiten in verschiedenen Bakterien variieren kann. Die hohe 
Konservierung der DNA-Sequenz im Bereich der 16S rDNA, der 23S 
rDNA und der 5S rDNA uber das gesamte Bakterienreich 
ermoglicht ein Design von nicht-spezifischen Oligonukleotiden 
auch ohne genaue Kenntnis der DNA-Sequenzen der zu 
untersuchenden Mikroorganismen . Solche nicht-spezifischen 
Oligonukleotide sind charakteristisch fur eine groBere, in der 
Regel phylogenet isch verwandte Gruppe von Mikroorganismen. 
Durch Einsatz dieser nicht-spezifischen Oligonukleotide 
gelingt dem Fachmann, z.B. nach ent sprechenden Vorversuchen 
durch DNA-Amplif ikation mittels PCR, die Isolation von rDNA- 
Fragmenten, z.B. der 23S/5S intergenischen Region eines 
beliebigen Mikroorganismus. Durch DNA-Sequenzierung kann dann 
die Sequenz der hypervariablen intergenischen Regionen des 
betreffenden Mikroorganismus bestimmt werden. 

DNA-Sequenzierung der 23S/5S intergenischen Region einer 
moglichst groften Anzahl nachzuweisender Bakterien (z.B von 
verschiedenen Pseuctamonas-Spezies ) einerseits und 
nachfolgender Vergleich dieser DNA-Sequenzen andererseits 
erlauben das Auffinden von DNA-Bereichen, die in der 
untersuchten Gruppe (z.B. alle Pseudojncxnas-Spezies ) nicht oder 
nur unwesentlich verandert ist. 
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DNA-Sequenzierung der 23S/5S intergenischen Region 
ausgewahlter nicht-nachzuweisender Bakterien (z.B. Bakterien 
die nicht zur Gattung Pseudomonas gehoren) einerseits und 
nachf olgender Vergleich dieser DNA-Sequenzen mit der Sequenz 
der nachzuweisenden Bakterien (z.B. verschiedener Pseudomonas- 
Spezies) andererseits erlaubt das Auffinden von DNA-Sequenzen, 
die fur die nachzuweisenden Bakterien (z.B. alie Pseudomonas- 
Spezies) charakteristisch sind. Aus diesen DNA-Sequenzen 
konnen wiederum Oligonukleotide abgeleitetet werden, die als 
Primer und/oder Sonden in auf Nucleinsauren basierenden 
Verfahren einsetzbar sind, mit dem Ziel, die jeweilige Gruppe 
von Bakterien (z.B. alle Spezies der Gattung Pseudomonas) 
spezif isch nachzuweisen . 

Die in der vorliegenden Erfindung beschriebenen DNA-Sequenzen 
zum Nachweis von Bakterien der Gattung Pseudomonas r 
insbesondere Bakterien der Spezies Pseudomonas aeruginosa , 
basieren auf der 23S/5S intergenischen Region und dem direkt 
angrenzenden Bereich der 23S rDNA. Die DNA-Sequenz in dieser 
Region wurde fur eine Vielzahl von Bakterien bestimmt. Nach 
exakten Sequenzvergleichen wurden keimspezif ische 
Nucleinsauresequenzen bestimmt, fur Primer und/oder Sonden fur 
einen Einsatz in einem Spezies-/Genus-spezif ischen 
Nachweisverf ahren benutzt werden konnen. 



Zum Nachweis der jeweiligen Gruppe von Mikroorganismen werden 
Nucleinsauren, vorzugsweise genomische DNA, zunachst aus den 
in einer zu untersuchenden Probe bzw. Bakterienkultur 
enthaltenen Zellen freigesetzt. Mittels Nucleinsaure- 
hybridisierung kann dann, und zwar unter Einsatz der 
erf indungsgemalien keimspezif ischen Oligonukleotide als Sonde, 
der direkte Nachweis von keimspezif ischen 

Nucleinsauresequenzen in der zu untersuchenden Probe erfolgen. 
Geeignet hierzu sind verschiedene dem Fachmann bekannte 
Verfahren, wie z.B. "Southern blot >x oder "dot blot" . 
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Bevorzugt ist jedoch, vor allem wegen der hoheren 
Empf indlichkeit , ein indirektes Nachweisverfahren, bei dem die 
gesuchten DNA/RNA-Sequenzen zunachst mittels der o.g. 
Verfahren zur Amplif ikation von Nucleinsauren, vorzugsweise 
PCR, amplifiziert werden. 

Die Amplif ikation von DNA/RNA unter Verwendung der genannten 
Verfahren kann unter Einsatz von keimspezif ischen 
Oligonukleotiden als Primer erfolgen. Dabei werden nur in dem 
Fall spezifische Amplif ikate gebildet, in dem DNA/RNA des 
nachzuweisenden Mikroorganismus anwesend ist. Durch eine 
nachgeschaltete Detektionsreaktion unter Verwendung von 
keimspezif ischen Oligonukleotiden als Sonden kann die 
Spezifitat des Nachweisverf ahrens erhoht werden. Fur diese 
nachgeschaltete Detektionsreaktion ist ebenso die Verwendung 
von nicht-keimspezif ischen Oligonukleotiden moglich. 

Alternativ kann die Nucleinsaure-Amplif ikation auch in 
Anwesenheit eines oder mehrerer nicht-spe zif ischer 
Oligonukleotide durchgefuhrt werden, so daft moglicherweise 
auch DNA/RNA anderer, nicht-nachzuweisender Mikroorganismen 
amplifiziert werden kann. Ein derartiges 

Amplif ikationsverf ahren ist in der Regel weniger spezifisch 
und sollte daher durch eine nachfolgende Detektionsreaktion 
mit einem oder mehreren keimspezif ischen Oligonukleot id (en) 
als Sonde (n) abgesichert werden. 

Dem Fachmann sind verschiedene Verfahren bekannt, mit denen 
die bei den indirekten Verfahren entstehenden 
Amplif ikationsprodukte nachgewiesen werden konnen. Dazu 
gehoren u.a. die Visualisierung mittels Gelelektrophorese, die 
Hybridisierung von Sonden an immobilisierte Reaktionsprodukte 
[gekoppelt an Nylon- oder Nitrocellulose-Filter ("Southern 
blots^) oder z.B. an "beads" oder Mikrotiterplatten] und die 



Hybridisierung der Reakt ionsprodukte an immobilisierte Sonden 
(z.B. M reverse dot blots^ oder mit Sonden gekoppelte "beads'" 
oder Mikrotiterplatten) . 

Es sind eine Vielzahl verschiedener Varianten beschrieben, mit 
denen keimspezif ische Oligonukleotide (z.B. Sonden und Primer) 
fur die beschriebenen direkten oder indirekten 

Nachweisverf ahren markiert bzw. modif iziert werden konnen. So 
konnen diese beispielsweise radioaktive, farbige, 
fluoreszierende oder anderweitig modifizierte bzw. 
modif izierende Gruppen enthalten, beispielsweise Antikorper, 
Antigene, Enzyme bzw. andere Substanzen mit Affinitat zu 
Enzymen oder Enzymkomplexen . Sonden bzw. Primer konnen 
entweder naturlich vor kommende oder synthetisch hergestellte 
doppelstrangige oder einzelstrangige DNA oder RNA sein bzw. 
modifizierte Formen von DNA oder RNA, wie z.B. PNA (bei diesen 
Molekulen sind die Zucker-Einheiten durch Aminosauren oder 
Peptide ausgetauscht ) . Einzelne oder mehrere Nukleotide der 
Sonden oder Primer konnen gegen analoge Bausteine (wie z.B. 
Nukleotide, die in der Ziel-Nucleinsaure nicht naturlich 
vorkommen) ersetzt sein. Bei den o.g. indirekten 
Nachweisverf ahren kann Detektion auch uber ein intern- 
markiertes Amplifikat gefuhrt werden. Dies kann z.B* uber den 
Einbau von modif izierten (z.B.. an Digoxigenin oder an 
Fluorescein gekoppelten) Nukleosidtriphosphaten wahrend der 
Amplifikat ions reakt ion erf olgen. 

Geeignet als erf indungsgemafte keimspezif ische Oligonukleotide 
sind Nucleinsauren, vorzugsweise 10 bis 250 Basen und 
insbesondere 15 bis 30 Basen lang, die mindestens in einer 10 
Basen langen Sequenz mit den unten angegebenen Sequenzen 1 bis 
5 oder den hierzu komplementaren Sequenzen ubereinstimmen . 
Geringere Abweichungen (1 bis 2 Basen) in dieser 10 Basen 
langen Sequenz sind moglich, ohne daft die jeweils angegebene 
Spezifitat bei der Amplif ikation und/oder Hybridisierung 
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verloren geht. Dem Fachmann ist bekannt, daft im Falle solcher 
geringeren Abweichungen die Reakt ionsbedingungen entsprechend 

verandert werden milssen; vgl. beispielsweise T. Maniatis, 

Molecular Cloning, Herausgeber G. Sambrook & E.F. Fritsch, 
Cold Spring Harbour Laboratory Press, 1989. 

Die Sequenz von Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145) im Bereich 
der 23S/5S intergenischen Region lautet : 

(Sequenz 1 - SEQ ID NO 1) ) 

ATAACACCCAAACAATCTGAYGATTGTGTGTTGTAAGGTGAAGTCGACGAACCGAAAGTTCG 
CATGAACCGCAAACACCTTGAAATCACATACCTGAATCCGGATAGACGTAAGCCCAAGCGAA 
CGGATAT 

Aufierdem wurde die Sequenz im Bereich der 23S/5S- 
intergenischen Region fur 6 weitere Stamme der Spezies 
Pseudomonas aeruginosa sowie fur mindestens je einen Stamm der 
folgenden Spezies bestimmt: Pseudomonas asplenii r Pseudomonas 
citronellosis f Pseudomonas corrugata , Pseudomonas fluorescens , 
Pseudomonas tragi, Pseudomonas mendocina, Pseudomonas 
pseudoalcaligenes / Pseudomonas putida, Pseudomonas stutzeri , 
Pseudomonas syringae . Die Sequenzvergleiche ergaben, daft sich 
mehrere, von Sequenz 1 abgeleitete Oligonukleotide fur den 
selektiven Nachweis von Bakterien der Spezies Pseudomonas 
aeruginosa eignen. Geeignet flir solche keimspezif ischen 
Oligonukleotide ist die Sequenz der Region (12-131). 

Von Sequenz 1 wurden folgende, als Primer flir die PCR (Sequenz 
3 und 5) und als Sonde (Sequenz 4), besonders geeignete 
Oligonukleotide abgeleitet . 

Oligonukleot id Pal (Sequenz 2) entspricht Position 2823-2842 
eines 23S rRNA-Gens von Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 
[Toschka et al . (1987), Nucleic Acids. Res. 15, 7182]: 



Oligonukleotid Pal: (Sequenz 2 = SEQ ID NO 2) 5'- 
GATAGGCTGGGTGTGTAAGC-3 ' 

Oligonukleotid Pa2: (Sequenz 3 = SEQ ID NO 3) 5'- 
CTTGGGCTTACGTCTATCCG-3 ' 

Oligonukleotid Pa3: (Sequenz 4= SEQ ID NO 4) 5 ' -TTCAGGTATG 
TGATTTCAAG GTG-3 ' 

Oligonukleotid Pa4: (Sequenz 5 = SEQ ID NO 5) 5'- 
GACGATTGTGTGTTGTAAGGTGA 

Beispiel 1: Nachweis von Bakterien der Spezies Pseudomonas 
aeruginosa mit der Polymerase-Kettenreakt ion 

Aus Reinkulturen der in Tabelle 1 aufgefuhrten Bakterien wurde 
DNA mittels Standardverf ahren isoliert. Je ca . 10 bis 100 ng 
dieser DNA-Praparationen wurde dann in Gegenwart von je 0,4 pM 
Oligonukleotid Pal und Pa2 Oder Pa4 und Pa2 , 200 pM dNTP' s 
(Boehringer Mannheim), 4 mM MgCl 2 , 16 mM (NH 4 ) 2 S0 4 , 67 mM 
Tris/HCl (pH 8,8), 0,01 % Tween 20 und 0,03 U/pl Taq™ 
Polymerase (Biomaster) in die PCR eingesetzt. Die PCR wurde in 
einem Per kin-Elmer 9600 (Pal und Pa2) / Biometra TRIO- 
Thermoblock (Pa4 und Pa2) Thermocycler mit den nachfolgend 
aufgefuhrten Thermoprof ilen durchgef iAhrt : 



a) Amplif ikation mit Oligonukleotid Pal und Pa2 

- initiale Denaturierung 95 °C 5 min 

- 1. Amplif ikation (15 Zyklen) 94 °C 35 sek 

68 °C 30 sek 

72 °C 30 sek 

- 2. Amplifikation (20 Zyklen) 94 °C 35 sek 

64 °C 30 sek 

72 °C 30 sek 
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finale Synthese 72 °C 5 min 



b) Amplif ikation mit Oligonukleot id Pa4 unci Pa2 



initiale Denaturierung 


95 


°C 


5 


min 


Amplif ikation (35 Zyklen) 


95 


°C 


30 


sek 




62 


°C 


30 


sek 




72 


°C 


20 


sek 


finale Synthese 


72 


°C 


5 


min 



Nach Beenciigung der PCR-Reaktion wurden die 
Amplif ikationsprodukte mittels Agarose-Gelelektrophorese 
aufgetrennt und durch Anfarbung mit Ethidiumbromid 
visualisiert . Die erwarteten Produkte von 191 bp /102 bp Lange 
wurden nur in den Fallen beobachtetet , in denen DNA von 
Stammen der Spezies. Pseudomonas aeruginosa anwesend war 

(vergleiche Tabelle 1) , nicht aber bei Anwesenheit von DNA der 
anderen getesteten Bakterien. Nach Beendigung des Laufes wurde 
die in den Gelen enthaltene DNA mittels Standard-Methoden auf 
Nylon-Filter transferiert und zur Uberprufung der Spezifitat 
mit dem am 5'-Ende biot inylierten Oligonukleot id Pa 3 (Sequenz 
4) hybridisiert . Die Hybridisierung erfolgte in 5 x SSC , 2 % 
Blocking Reagenz, 0,1 % Laurylsarcosin, 0,02 % SDS und 5 
pmol/ml Sonde fur 4 h bei 48 °C. Gewaschen wurde in 2 x SSC, 
0,1 % SDS fur 2x5 min bei Raumtemperatur und in 2 x SSC, 0,1 
% SDS fur 1 x 15 min bei 48°C. Die Detektion erfolgte nach 
Standard-Methoden mittels Alkalischer Phosphatase-Konj ugate 

(Extravidin, Fa SIGMA, # E-2636) in Anwesenheit von 5-Bromo-4- 
chloro-3-indolylphosphat und 4 -Nit ro-Blue Tetrazoliumchlor id 

(Fa. Boehringer Mannheim). 




Auf den Filtern wurde nur in den Fallen eine Bande beobachtet, 
in denen zuvor auch eine Bande auf dem Agarose-Gel sichtbar 
war (siehe Tabelle 1) . Somit wurde mittels PCR und mittels 
Hybridisierung die Anwesenheit samtlicher der 86 getesteten 
Pseudomonas aeruginosa-Stamme nachgewiesen . Hingegen wurde 
keiner der getesteten nicht zu dieser Spezies gehorenden 
Bakterienstamme mit diesem System erfafit. 

Tabelle 1: Resultate der PCR-Amplif ikat ion mit den 

Oligonukleotiden Pal/Pa2 (SEQ ID NO 2 und SEQ ID NO 3) und 
Pa4/Pa2 (SEQ ID NO 5 und SEQ ID NO 3) und nachf olgender 
Hybridisierung mit dem Oligonukleotid Pa3 (SEQ ID NO 4) . 



Spezies 


S tammbe z e i chnung 


Pal/Pa2 


Pa4/Pa2 


7~) c-t \ 7 -1 , — 7 s—\ m n 3 c ;a -v- 1 i <~y i /~\ O 

roeUQOjfilODa 5 <3c?jl Uy MllCJ^d 


ATf~*r Q097 




+ 


ir o GuCL OIU Oil cl S a crX Uy^L/iOoa 


r\ 1 d. \J JL, t 


+ 


+ 


roGUU Oil i Oil do del UyliJuoa 


JXTCC 1 4 fi ft ft 

Jr\ 1 V — \-- JL 1 (J u u 


+ 


+ 


rocUUUiliUJia 0 aci uy jLJiuoa 


atcc 1 ss?? 


4. 


+ 


irseuctomona s a e rugmosa 


ril JL *J D y X 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 15692 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 21472 






Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 21776 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 33350 


+ 


-f 


Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 33361 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 33818 


+ 




Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 33988 


+ 


-f 


Pseudomonas aeruginosa 


LMG 8029 






Pseudomonas aeruginosa 


DSM 288 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


DSM 939 


+ 




Pseudomonas aeruginosa 


DSM 1117 




+ 


Pseudomonas aeruginosa 


DSM 1253 


+ 


+ 


Pseudomona s a eruginosa 


DSM 1299 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 682 




+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 4283 






Pseudomonas aeruginosa 


BC 4880 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 4937 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 4938 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5258 




+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5594 




+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5595 


+ 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 5596 




+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5597 






Pseudomonas aeruginosa 


BC 5598 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5599 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5600 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5601 


+ 


+ 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 5602 


+ 


4- 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5603 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5604 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5606 




+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5607 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5917 


+ 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 5918 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5919 


+ 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 5920 


+ 


+ 


Ps eudomona s aeruginosa 


BC 5921 


+ 




Ps eudomonas aeruginosa 


BC 5922 


+ 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 5923 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5924 


+ 


+■ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5925 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5926 


+ 




Pseudomonas aerugino sa 


BC 5927 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5928 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5929 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5930 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5932 




+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5933 


+ 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 5934 


+ 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 7046 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7047 


+ 


+ 


Pseudomonas aerug inosa 


BC 7 048 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7049 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 70 50 


+ 




Ps eudomona s aeruginosa 


BC 7051 




+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7052 


+ 


+ 


p<zf=>j]domona a ^tucj inosa 


BC 7053 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7054 


+ 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 7055 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7056 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7057 


+ 




p<zf=>i]Hornnna a f^vucfLnosa 


BC 7058 




+ 


P^eudomona *=> aevxiciinosa 


BC 7059 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7060 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7061 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7062 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7063 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7064 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7065 


+ 


+ 


Pseudomonas aerug inosa 


BC 7066 


+ 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 7067 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7068 


+ 


+ 


P>=; f^ndnmnn a s a e rucrinosa 


BC 7069 


+ 


+ 


pep n Hnmn n p\ ^ a evun inosa 


BC 7070 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7071 




■f 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7072 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7073 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7474 


n . d. 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 7475 


n . d. 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 8468 


n .d. 


4- 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 8493 


n . d. 


+ 



Pseudomona s a lea 1 igenes 


DSM 50342 






Pseudomona s asplenii 


DSM 50254 






Pseudomonas cepacia 


BC 3134 




_ 


Pseudomonas chlororaphis 


BC 1753 






Pseudomonas citronellosis 


DSM 50332 




- 


Pseudomonas cojcrugata 


DSM 7228 






Pseudomona s fluoresceins 


BC 950 


n . d . 




Pseudomona s fluoresceins 


BC 4882 






Pseudomonas fluorescens 


BC 2439 


- 


- 


£- o C- 7 L-i l>i i i v_/ 1 ia o x i. a y x 


O Oil J Tt J U 






p c? t mnn^ c; 7 r-» /-/ 7 /to Z 7 /^ 

rocuuUJiiuiJao -i. i 1 JLUL/J. ex x. ci 


RC 110 5 


n d 




c> <2Qi]Hrymon a *=? rnendoci na 

J- t-J ^— - (J V 4 (i O'l i CI itj -11 i -I i v-' -X. i J O 


DSM 50017 




-t 0 ci L^i Lyi 1 1 cy i ja 0 uxcuvij'xciiJO 


ls on x v t vj 






roc u (_i LJiLi <_/ 1 Ja o < jY ct l. < i L 


RC ^3?^ 






Pse udoinona s 


DSM 50188 


- 


- 


P c* T i m q r^i 1 1 ~f~ i o 
roC LILJ.LJ1LLLJ 1 Ja o ^ Li L, JL Cicz 


Df 4 Q 4 1 

O V— L J 7 T 1 




~z — 

— W- — 




on z. _/ x 








D^M 5 4 






Pcpi j rViO mnn^) n/ 7 f" 7 ^7 

JET O vT- Ci C^it-^i 1 1 J u O jj^/ U C J. C(u 


n^M S4Q 


n . d . 




73q^=a 7 tH'ottio n /9 run i~ ids? 

J- *-* v — Ci C^i 1 1 i i C* O /■ ' Ci C- _jC 

f ova lis ) 


ATCC 950 






Pseudomona s stutzeri 


BC 4940 






Pseudomonas syringae 


DSM 10604 






Citroba cter amalonaticus 


DSM 4593 




n.d. 


Enizerobacter aerogenes 


DSM 30053 




n.d. 


Escherichia coli 


ATCC 8739 





n.d. 


Escherichia hermanii 


DSM 4560 




n.d. 


Klebsiella pneumoniae 


BC 5362 




n.d. 


Klebsiella terrigena 


BC 4700 




n.d. 


Proteus vulgaris 


DSM 2024 




n.d. 


Providencia stuartii 


BC 5950 




n.d. 


Salmonella Anatum 


BC 2284 




n.d. 



BC: BioteCon-Stammsammlung, n.d.: nicht durchgef tihrt . 
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Pafcentanspruche 



1. Nucleinsauremolekul, dadurch gewinnbar, daft man von 
mehreren Stammen ausgeht, die einerseits einer nachzuweisenden 
Gruppe von Bakterien des Genus Pseudomonas und andererseits 
nicht- nachzuweisenden Bakterien angehoren , 

(a) in an sich foekannter Weise aus einem Stamm der genannten 
Bakterien (erster Stamm) genomische DNA isoliert, 

(b) in an sich bekannter Weise die 23S/5S-intergenische Region 
gegebenenf alls mit dem direkt angrenzenden 23S-Bereich 
und/oder dem direkt angrenzenden 5S-Bereich amplifiziert 
und das Amplif ikationsprodukt gewinnt (erstes 

Amplif ikationsprodukt ) , 

(c) mit einem zweiten, dritten, und/oder nten Stamm der 

genannten Bakterien jeweils gemaft Stufen (a) und (b) 
genomische DNA isoliert, die 23S/5S- intergenische Region 
gegebenenf alls mit dem direkt angrenzenden 23S-Bereich 
und/oder dem direkt angrenzenden 5S-Bereich amplifiziert 
und das Amplif ikationsprodukt gewinnt (zweites, drittes, 

ntes Amplif ikationsprodukt ) , 

(d) in an sich bekannter Weise die DNA-Sequenz von gemaft (b) 
und (c) gewonnenen Amplif ikationsprodukten bestimmt und die 
DNA-Sequenz des Amplif ikationsproduktes gemaft (b) mit der 
DNA-Sequenz eines oder mehrerer Amplif ikationsprodukte 
gemaft (c) vergleicht und 

(e) als Primer oder als Sonde ein Nucleinsauremolekul in an 
sich bekannter Weise gewinnt, mit dessen Hilfe sich die 
nachzuweisende Gruppe von Bakterien des Genus Pseudomonas 
von nicht-nachzuwei-senden Bakterien anhand von 
Unterschieden an mindestens einer Nukleot idposit ion im 
Sequenzbereich des Nucleinsaurernolekuls unterscheiden lafit. 



2. Nucleinsauremolekul nach Anspruch 1, 
man von Stammen ausgeht, die einerseits 



dadurch gewinnbar , 
nachzuweisenden 



daft 
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Bakterien des Genus Pseudomonas und andererseits nicht 
nachzuweisenden Bakterien eines anderen Genus (anderer Genera) 
als Pseudomonas angehoren. 

3. Nucleinsauremolekul, dadurch gewinnbar, daft man von 
mehreren Stammen ausgeht, die einer nachzuweisenden und einer 
nicht-nachzuweisenden Gruppe von Bakterien des Genus 
Pseudomonas angehoren, 

(a) in an sich bekannter Weise aus einem Pseudomonas-Stsimm 
dieser Gruppen (erster Stamm) genomische DNA isoliert, 

(b) in an sich bekannter Weise die 23S/5S~intergenische Region 
gegebenenf alls mit dem direkt angrenzenden 23S-Bereich 
und/oder dem direkt angrenzenden 5S— Bereich amplifiziert 
und das Amplif ikationsprodukt , gewinnt (erstes 

Amplif ikationsprodukt ) , 







eweils 


gemaft 


, die 


23S/5S 


nden 2 


3S-Ber 


ampli 


f i zier 


ewinnt 


( zwei 



ntes Amplif ikationsprodukt ) , 

(d) in an sich bekannter Weise die DNA-Sequenz von gemaft (b) 
und (c) gewonnenen Amplif ikat ionsprodukten bestimmt und die 
DNA-Sequenz des Amplif i kat ionsproduktes gemaft (b) mit der 
DNA-Sequenz eines oder mehrerer Amplif ikationsprodukte 
gemaft (c) vergleicht und 

(e) als Primer oder als Sonde ein Nucleinsauremolekul in an 
sich bekannter Weise gewinnt, mit dessen Hilfe sich die 
nachzuweisende Gruppe von Bakterien des Genus Pseudomonas 
von der nicht-nach-zuweisenden Gruppe von Bakterien des 
Genus Pseudomonas anhand von Unterschieden an mindestens 
einer Nukleotidposition im Sequenzbereich des 
Nucleinsauremolekiils unterscheiden laftt . 
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4. Nucleinsauremolekul nach Anspruch 1 oder 3, dadurch 
gewinnbar, daft man von Stammen ausgeht, die einer 
nachzuweisenden Gruppe von Bakterien der Species Pseudomonas 
aeruginosa und einer nicht-nachzuweisenden Gruppe von 
Bakterien anderer Species angehoren. 

5. Nucleinsauremolekul insbesondere nach einem der 
vorhergehenden Anspruche der SEQ ID NO 1 oder der hierzu 
komplementaren Sequenz* 

6. Nucleinsauremolekul mit gegenuber einem Nucleinsauremolekul 
gemaft Anspruch 5 verkurzter Sequenz, und zwar der Sequenz des 
Bereiches oder im Bereich der Nukleotidposit ionen 12 bis 131. 

7. Nucleinsauremolekul mit gegeniiber einem Nucleinsauremolekul 
gemafi Anspruch 5 verkurzter Sequenz, namlich 

(i) der SEQ ID NO 3 oder 

(ii) der SEQ ID NO 4 oder 

(iii) der SEQ ID NO 5 oder 

(iv) der zu (i), (ii) und (iii) jeweils komplementaren 
Sequenz * 

8. Nucleinsauremolekul der SEQ ID NO 2 oder der hierzu 
komplementaren Sequenz . 

9. Nucleinsauremolekul, dadurch g-ekennzeichiiGt, dafl es 
hinsichtlich seiner Sequenz bei mindestens 10 

auf einanderf olgenden Nukleotiden seiner Nukleotidkette 

(i) mit einem Nucleinsauremolekul gemaft einem der 
vorhergehenden Anspruche identisch ist oder 

(ii) in 9 von 10 auf einanderf olgenden Nukleotiden mit einem 
Nucleinsauremolekul gemafi einem der vorhergehenden 
Anspruche ubereinstimmt oder 

(iii) in 8 von 10 auf einanderf olgenden Nukleotiden mit einem 
Nucleinsauremolekul gemaft einem der vorhergehenden 
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Anspruche ubereinstimmt oder 
(iv) zu mindestens 90 % mit einem Nucleinsauremolekul gemaft 
einem der vorhergehenden Anspruche homolog ist. 

10. Nucleinsauremolekul nach Anspruch 9, dadurch 
gekennzelchnet, daft es 10 bis 250 und vorzugsweise 15 bis 30 
Nukleotide lang ist. 



11. Nucleinsauremolekul nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gejfcennzeichziet, daft es einzelstrangig oder 
doppelstrangig vorliegt. 

12. Nucleinsauremolekul nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch g-ekennzelchiiet, daft es 

(i) als DNA oder 

(ii) als (i) entsprechende RNA oder 

(iii) als PNA vorliegt, 

wobei das Nucleinsauremolekul gegebenenf alls in einer fur 
analytische Nachweisver f ahren, insbesondere auf Basis von 
Hybridisierung und/oder Amplif i zierung, an sich bekannten 
Weise modifiziert ist. 



13. Nucleinsauremolekul nach Anspruch 12, dadurch 
gekennzeichnet , daft das Nucleinsauremolekul dadurch 
modifiziert ist, daft bis zu 20 % der Nukleotide von mindestens 
10 auf einanderf olgenden Nukleotiden seiner Nukleotidkette, 
insbesondere 1 oder 2 Nukleotide, durch fur Sonden und/oder 
Primer an sich bekannte analoge Bausteine ersetzt sind, 
insbesondere durch Nukleotide, die bei Bakterien nicht 
naturlich vorkommen . 



14. Nucleinsauremolekul nach Anspruch 12 oder 13, dadurch 
cjekexmzelchxiet, daft das Nucleinsauremolekul dadurch oder 
zusatzlich dadurch modifiziert bzw. markiert ist, daft es in 
einer fur analytische Nachweisverf ahren an sich bekannten 



Weise eine oder mehrere radioaktive Gruppen, farbige Gruppen, 
fluoreszierende Gruppen, Gruppen zur Immobilisierung an fester 
Phase und/oder Gruppen fur eine indirekte oder direkte 
Reaktion, insbesondere eine enzymatische Reaktion, 
insbesondere mit Hilfe von Antikorpern, Antigenen, Enzymen 
und/oder Substanzen mit Affinitat zu Enzymen oder 
Enzymkornplexen, und/oder anderweitig modif izierende oder 
modif izierte Gruppen nucleinsaureahnlichen Aufbaus aufweist. 

15. Ein oder mehrere Nucleinsauremolekule gemaft einem der 
vorhergehenden Anspriiche in Gegenwart fakultativer Hilfsstoffe 
und in Form eines Kits fur analytische Nachweisver f ahren, 
insbesondere zum Nachweis von Bakterien der Gattung 
Pseudomonas . 

16. Verwendung ein oder mehrerer Nucleinsauremolekule gemaft 
einem der Anspruche 1 bis 14 oder in Form eines Kits gemaft 
Anspruch 15 zum Nachweis der An- oder Abwesenheit von 
Bakterien, welche einer Gruppe von Bakterien der Gattung 
Pseudomonas angehoren . 

17. Verwendung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daft 
die Gruppe von Bakterien der Gattung Pseudomonas verschiedene 
Stamme von Pseudomonas aeruginosa umfaftt oder durch diese 
Stamme gebildet wird. 

18. Verwendung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet , daft 
es sich bei der Gruppe von Bakterien der Gattung Pseudomonas 
ausschlieft lich urn Pseudomonas aeruginosa-Starnme handelt. 

19. Verwendung nach einem der Anspruche 16 bis 18, dadurch 
g-ekennzelchnet, daft man eine Nucleinsaurehybridisierung 
und/oder eine Nucleinsaureamplif ikation durchf uhrt . 

20. Verwendung nach Anspruch 19, dadurch gGJcexinzBlchnet, daft 



man eine Polymerase-Kettenreaktion als 
Nucleinsaureamplif ikation durchf uhrt . 

21. Verwendung nach einem der Anspruche 16 bis 20, dadurch 
gekennzelchnet , daft man den Nachweis dadurch durchfiihrt, daB 
man die nachzuweisenden Bakterien von nicht-nachzuweisenden 
Bakterien anhand von Unterschieden der genomischen DNA 
und/oder RNA an mindestens einer Nukleotidposition im Bereich 
eines Nucleinsauremolekuls gemafi einem der Anspruche 1 bis 14 
unterscheidet . 

22. Verwendung nach Anspruch 21, dadurch gekennzelchnet, daft 
man anhand von Unterschieden im Bereich eines 
Nucleinsauremolekuls gemafi Anspruch 5 unterscheidet. 
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Zusammenf assung 

Die vorliegencle Erfindung betrifft ein Nucleinsauremolekiil 
bzw. -molekule sowie ein Verfahren zum Nachweis von Bakterien 
der Gattung Pseudomonas, in she sonde re Pseudomonas aeruginosa. 
Ferner ist Gegenstand der Erfindung ein Testkit bzw. Testkits 
zur Durchfuhrung der genannten Nachweisverf ahren . 





SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: BioteCon Gesellschaft flier Biotechnologische 

Entwicklung und Consulting mbH 

(B) STRASSE: Tegeler Weg 33 

(C) ORT: Berlin 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 10589 

(A) NAME: Kornelia Berghof 

(B) STRASSE: Rhodelaenderweg 85 

(C) ORT: Berlin 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 12355 

(A) NAME: Alexander Gasch 

(B) STRASSE: Steegerstr. 71 

(C) ORT: Berlin 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 13359 

(A) NAME: AnjaBraeuer 

(B) STRASSE: Residenzstr. 100 

(C) ORT: Berlin 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 13409 

(A) NAME: Cordt Groenewald 

(B) STRASSE: Elberfelder Str. 12 

(C) ORT: Berlin 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 10555 

(A) NAME: Freimut Wilborn 

(B) STRASSE: Neue Kantstr. 9 

(C) ORT: Berlin 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 14057 

(A) NAME: Arndt Rolfs 

(B) STRASSE: Schroederstr. 39 

(C) ORT: Rostock 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 18055 

(ii) BEZE ICHNUNG DER ERFINDUNG: Nucleinsaeure-Sequenzen und Verfahren zum 

Nachweis von Bakterien der Gattung Pseudomonas 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 5 

(iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 

(v) DATEN DER JETZIGEN ANMELDUNG: 
ANMELDENUMMER: WO 98/05738 



Express 



Mail No. EK052278656US 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 131 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligonukleotid" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 
ATAACACCC A AACAATCTGA YGATTGTGTG TTGTAAGGTG AAGTCGACGA ACCGAAAGTT 
CGCATGAACC GCAAACACCT TGAAATCACA TACCTGAATC CGGATAGACG TAAGCCCAAG 



CGAACGGATAT 131 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligonukleotid" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
GATAGGCTGG GTGTGTAAGC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligonukleotid" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
CTTGGGCTTA CGTCTATCCG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 
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(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 13 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligonukleotid 1 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 
TGATTTCAAG GTG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(0 SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 23 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKtJLS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc - "Oligonukleotid" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
GACGATTGTG TGTTGT AAGG TGA 



